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巴戟天含药血清对成骨-破骨细胞共育体系原癌基因、
核心结合因子 1 mRNA 表达的影响
李艺敏 陈 健1 何剑全1 张永晟2 ( 福建中医药大学，福建 福州 350108)
〔摘 要〕 目的 观察不同浓度巴戟天含药血清对体外培养成骨-破骨细胞共育体系中原癌基因( C-FOS) 、核心结合因子( Cbfa) 1 mRNA 表达
的影响。方法 提取 24 h 内新生 SD 乳鼠颅盖骨分离培养成骨细胞，采用 5 周龄 SD 大鼠双侧股骨、胫骨的骨髓基质细胞，加入集落细胞刺激因子
( M-CSF) 和细胞核因子 κB 受体活化因子配体( RANKL) 诱导培养破骨细胞。采用碱性磷酸酶( ALP) 染色鉴定成骨细胞，抗酒石酸酸性磷酸酶
( TRAP) 染色、骨吸收陷窝甲苯胺蓝染色、电镜扫描等鉴定破骨细胞，体外建立成骨-破骨细胞共育体系，设置低、中、高三种浓度巴戟天含药血清组和
不含药血清组，干预 3 d 后提取各组总 RNA，应用逆转录-聚合酶链反应( RT-PCR) 方法测定各组 C-FOS、Cbfa1 mRNA 表达量。结果 不同浓度巴戟
天含药大鼠血清对成骨-破骨细胞共育体系 C-FOS 有抑制作用，对 Cbfa1 mRNA 的表达有促进作用。高浓度含药血清组两者的表达差异显著( P＜
0. 05，P＜0. 000 1) 。结论 巴戟天含药血清可抑制成骨-破骨细胞共育体系 C-FOS 的表达，促进 Cbfa1 mRNA 的表达，从而达到降低破骨细胞分化成
熟及骨吸收活性，促进骨形成。
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Effects of Morinda officinalis-containing serum on the mRNA expression of C-FOS and Cbfa1 in osteoblast and osteoclast co-cul-
tured system
LI Yi-Min，CHEN Jian，HE Jian-Quan，et al.
Traditional Chinese Medicine University of Fujian，Fuzhou 350108，Fujian，China
【Abstract】 Objective To observe the effects of the serum of Morinda officinalis( RMO) on the mRNA expression of C-FOS and core
binding factor Alpha1( Cbfa1) in osteoblast and osteoclast co-cultured system． Methods Osteoblasts were separated from the cranium of 24
hours newborn SD rat． Bone marrow cells were harvested from bilateral femora and tibiae of five weeks old SD rat，and M-CSF and RANKL
were used to induce osteoclast formation． Osteoblast cells were confirmed by alkaline phosphatase ( ALP) stain，osteoclast cells were con-
firmed by tartrate resistant acidphos phatase( TRAP) stain，Toluidine blue stain and bone resorption assay． Osteoblast and osteoclast co-cul-
tured system was established in vitro． Low，middle，high concentrations of serum RMO and control groups were set． Total RNA was extracted
after intervention 3 days，C-FOS and Cbfa1 mRNA expression were measured by real-time PCR． Results Different concentrations serum of
RMO had inhibitory effect on the expression of C-FOS and enhance the mRNA expression of Cbfa1 mRNA，and the function on both indicated
a statistically significant difference at high concentration( P＜0． 05，P＜0． 000 1) ． Conclusions The serum of RMO could down-regulate the
expression of C-FOS and up-regulate Cbfa1 mRNA in osteoblast and osteoclast co-cultured system，consequently reduce osteoclast differentia-
tion and activity of bone resorption，enhance bone formation．




当前巴戟天对成骨( OB) -破骨细胞( OC) 共育体系影响的研究
甚少，尤其是对 OC 分化、成熟信号通路上原癌基因( C-FOS) 以




1. 1 实验材料 新生 SD 乳鼠及 5 周龄 SD 大鼠( 厦门大学实
验动物中心提供〔SYXK ( 闽) 2007-0004〕) 。胎牛血清 DMEM
培养基、胰蛋白酶、青霉素、链霉素、Ⅱ型胶原酶( Gibco) ，巨噬
细胞集落刺激因子( M-CSF) 、细胞核因子 κB 受体活化因子配
体( RANKL) ( Peprotech) ，抗酒石酚酸性磷酸酶( TRAP) 染色试
剂盒( Sigma) ，巴戟天颗粒( 培力药业有限公司) 。
1. 2 含药血清制备 选用 9 只正常 SD 大鼠，每组 3 只，禁食
12 h 后，巴戟天溶液灌胃给药，给药剂量相当于临床等效剂量
( 根据人和动物体表面积折算的等效剂量比率表计算) ，所定
低、中、高剂量分别为 0. 5，1，3 g /kg( 1 g 相当于生药 3 g) 。给
药 2 次 /d，灌胃 3 d，最后一次服用全天剂量。采血前禁食12 h，
末次给药 1 h 后将大鼠麻醉，无菌条件下心脏采血，室温静置
2 h，3 000 r /min 离心 15 min，分离血清，同组血清混合，56℃水
浴，30 min 灭活，分装，－80℃冰箱保存备用。
1. 3 不含药血清的制备 选用 3 只正常 SD 大鼠，只用生理盐
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水灌胃，方法同前。
1. 4 细胞培养
1. 4. 1 OB 培养 取新生的 SD 大鼠乳鼠 4 只，置于 75 % 乙醇
溶液中浸泡 10 min。无菌条件下，取头骨，去除周围软组织及
骨膜，剪碎成 0. 5 mm×0. 5 mm 大小的骨块，将骨碎片置于含
2. 5%乙二胺四乙酸( EDTA) 胰酶液中消化 30 min，离心弃液加
Ⅱ型胶原酶继续消化 1 h，每隔 10 min 振荡一次，1 h 后离心
800 r /min，3 min，并用磷酸盐缓冲液 ( PBS) 重悬后再次离心
( 800 r /min，3 min ) ，骨 碎 片 接 种 于 培 养 皿 内，加 入 4 ml 的
DMEM 全培养液，置入 37℃、5%CO2 培养箱内培养，隔3 d换一
次液，等细胞铺满皿底后，采用差速贴壁法将成骨细胞纯化，重
复 3 次后，再置培养箱内培养，隔 3 d 换液一次。
1. 4. 2 OC 培养 按照文献〔1〕的方法分离大鼠骨髓基质细胞，
加入 M-CSF 和 RANKL 诱导培养 OC。
1. 5 体外建立 OB、OC 共育体系及含药血清干预 培养 5 d 后
分别用胰酶消化 OC 和第二代 OB，将 2×104 个 /ml 的 OC 和2×
104个 /ml 的 OB 加入 6 孔培养板中，充分混匀，制备成细胞悬
液，置于 37℃、5%CO2 培养箱内共育培养 2 d。2 d 后更换培养
液，改用不同浓度巴戟天含药大鼠血清的培养基与不含药大鼠
血清的培养基，继续培养 3 d。
1. 6 细胞形态特征观察 用显微镜观察培养后的 OB、OC 细
胞生长形态。
1. 7 OB、OC 染色鉴定 将贴有第二代成骨细胞的玻片取出，
按说明书进行碱性磷酸酶( ALP) 染色; 7 d 后将贴有破骨样细
胞的玻片取出，按说明书进行 TRAP 染色，中性树胶封固后光
镜下观察，TRAP( +) 且细胞核≥3 为破骨细胞。
1. 8 OC 骨吸收功能的检测 甲苯胺蓝染色、电镜扫描参考文
献〔1〕进行。
1. 9 C-FOS、Cbfa1 mRNA 表达的检测 用 Trizol( Sigma 公司，
美国) 提 取 各 组 总 RNA，采 用 紫 外 分 光 光 度 计 计 算 OD260 /
OD280 比值，确定 RNA 纯度。逆转录合成 cDNA。PCR 引物序
列见表 1。内参基因 β-actin 作为参照标准序列的设计公司( 上
海吉玛生物工程公司) 。聚合酶链( PCR) 反应混合物: FastStart
Universal SYBR Green Master mix ( 罗氏公司，德国) ，加蒸馏水
至最终体积为 50 μl。在实时 PCR 扩增仪( ABI7500，美国) 进
行 PCR 反应，并使用系统( SDS 文件) 进行分析。按上述条件
进行扩增循环。采用 2-△△CT 方法分析相关基因表达的数据。
靶基因= 2-ΔΔCT×控制，ΔΔCT =治疗组( CT 目的基因-CT 参照
基因) －对照组( CT 目的基因-CT 参照基因) 。
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1. 10 统 计 学 分 析 使 用 SPSS18. 0 软 件 进 行 单 因 素 方 差
分析。
2 结 果
2. 1 OB 形态观察及鉴定 颅盖骨碎片培养 24 h 后，可见少量
细胞贴壁生长，呈长梭形，胞质透亮、饱满，48 h 观察细胞数量
逐渐增多，相邻骨块长出的细胞开始融合，72 h 后细胞铺满瓶
底，贴壁生长良好。第 2 代培养 24 h 后细胞贴附增殖加快，细
胞膨大，呈不规则形或三角形; 48 h 后可见大部分细胞贴壁，伸
展，成长梭形，3 d 后细胞形态多样化，呈梭形、不规则形、多角
形，5 d 后细胞生长紧密连接，融合成片，部分区域重叠生长。
细胞传代培养 2 d 后经 ALP 染色，95% 以上的 OB 胞质呈阳性
反应，胞质深蓝色，胞质和突起富含黑色颗粒 ALP。见图 1。
图 1 OB 形态及鉴定( ALP 染色，×400)




TRAP 染色( ×100) 骨陷窝甲苯胺蓝染色( ×200) 骨陷窝电镜扫描( ×2 000)
图 2 OC 形态及鉴定
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到几个或十几个细胞核，胞质有大小不等的空泡，色淡红，TRAP
染色阳性; OC 形态随着培养时间延长不断发生变化，体积不断





2. 3 各组 C-FOS、Cbfa1 mRNA 基因表达的比较 不含药血清
组 C-Fos、cbfal mRNA 表达量为 1. 03±0. 29，1. 01±0. 13; 低剂量
合药血清组分别为 0. 70±0. 49，1. 02±0. 18; 中剂量含药血清组
分别为 0. 48 ± 0. 17，1. 26 ± 0. 05; 高 剂 量 合 药 血 清 组 分 别 为
0. 02±0. 02，5. 55±0. 58。高浓度含药血清组 C-Fos 及 Cbfa1 mR-
NA 与无含药血清组比较差异显著( P=0. 016 2，P＜0. 000 1) 。
3 讨 论
OB 和 OC 是骨重建的效应细胞，骨组织新陈代谢的动态平
衡是通过 OB 促进骨形成，OC 促进骨吸收来维系的。OB 和 OC
之间的功能活动并不是相互独立的，二者之间的信号交谈对彼
此功能的影响至关重要〔2〕。近年来中医药干预骨质疏松方面
的体外实验，多是采用含药血清单纯对 OB 或 OC 干预实验，并
不能代表体内骨代谢的实际情况。本实验采用分别培养 OB 与
OC，然后以 1 ∶1比例建立共育体系，更符合骨代谢的微环境，便








发现巴戟天可降低骨质疏松大鼠 OC RANK 和 CAⅡ的表达，从
而达到抑制骨质疏松的作用。还有研究〔9，10〕发现巴戟天在一






C-FOS 在 OC 分化过程中起重要的调控作用〔12〕。有研究〔13〕显
示紫穗槐素能够通过下调 C-FOS、治化 T 细胞核因子( NFATc) 1
的表达，阻止 OC 生成。林华等〔14〕的实验提示癌基因 C-FOS 与
原发性骨质疏松的关系密切，原发性骨质疏松时 C-FOS 表达增
高与骨细胞和 OB 的凋亡有关。在代谢性疾病的研究中，发现
人参皂甙 Rh2 可控制癌症和其他包括 OC 分化的代谢疾病，其
可抑制骨髓巨噬细胞向 OC 分化，显著降低诱导转录因子 C-
FOS 和 T 细胞活化的核因子 RANKL 的表达〔15〕。研究〔16〕发现
咖啡酸苯乙酯可抑制 OC 分化形成，且通过抑制 RANKL 及其下
游的 NFATc1 和 C-FOS 转导通路抑制 OC 的形成。羧酸通过抑
制 OC 前体细胞 C-FOS 蛋白的表达，从而阻止 OC 形成，防止骨
量丢失〔17〕，说明 C-FOS 基因与骨质疏松的发生密切相关。本
研究说明巴戟天含药血清能够通过抑制 C-FOS mRNA 的表达
降低骨吸收活性，阻止骨量丢失。
Cbfa1 是骨形成的关键因子，它能上调非 OB 或 OB 前体细
胞成骨分化相关基因的表达，使其向 OB 分化〔18〕。Cbfa1 在胚
胎骨发育期，间充质细胞凝集阶段就有表达，此阶段缺失 Cbfa1
将无 OB 形成〔19〕。李楠等〔20，21〕发现巴戟天多糖能够促进 OB
转化生长因子 β1 mRNA、Cbfa1 mRNA 的表达。有研究〔22〕表明
染料木素可通过 p38 MAPK-Cbfa1 途径，刺激骨髓基质细胞向








著抑制 OC C-FOS 的表达; 巴戟天含药血清能够促进共育体系
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神经根回植联合细胞移植治疗大鼠臂丛神经根性撕脱伤的作用
李晓涛 李长德 解云川 孙国娟 ( 佳木斯大学附属第一医院，黑龙江 佳木斯 154002)
〔摘 要〕 目的 研究神经根回植联合细胞移植治疗大鼠臂丛神经根性撕脱伤的治疗作用。方法 随机将实验大鼠分成 3 组: A 组( 颈神经根
撕脱组) 、B 组( 颈神经根撕脱后回植组) 、C 组〔颈神经根撕脱后回植联合神经干细胞( NSCs) 与雪旺细胞( SCs) 移植组〕; 于术后不同时间点观察实验
大鼠患肢功能恢复情况及相应脊髓损伤节段前角运动神经元的存活率。结果 术后 1 ～ 8 w，B、C 组患肢活动功能恢复情况较 A 组明显改善; 各组脊
髓前角运动神经元存活率比较: A 组＜B 组＜C 组，组间进行两两比较有显著性差异( P＜0. 05) 。结论 神经根回植术联合细胞移植能够改善受伤大
鼠的患肢功能，对损伤局部的神经元提供支持、保护和营养作用，可以挽救局部濒死的神经元，减少损伤局部细胞的死亡。
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1. 1 实验动物 Wistar 大鼠 60 只，鼠龄( 60±5) d，体重( 250±
20) g，健康清洁级，随机分为 3 组，每组 20 只，A 组( 颈神经根
撕脱组) 、B 组( 颈神经根撕脱后回植组) 、C 组( 颈神经根撕脱
后回植联合 NSCs 与 SCs 移植组) 。
1. 2 主要试剂 DMEM/F12、B27 ( Gibco 公司) ，小鼠抗大鼠
BrdU 抗体、小鼠抗大鼠 Nestin 抗体、FITC 标记羊多克隆抗体
( Sigma 公司) ，S-100 抗体、鼠抗大鼠 GFAP 抗体、小鼠抗大鼠
MAP-2 抗体 、SABC 免疫组化试剂盒( 武汉博士德公司) 。
1. 3 实验方法 A、B、C 组均制备成臂丛神经根性撕脱伤模
型，手术方法参照朱清远等〔1〕的制备方法。方法如下: 取颈椎
后正中切口，依次切开皮肤、皮下组织及深筋膜，以 C2 及 C7 棘
突确定椎体及神经根次序，沿中线向右侧或左侧分离棘突旁肌
肉组织，手术显微镜下显露硬脊膜和固定 C5、C6、C7 神经根，将
C5、C6、C7 神经根予以撕脱，操作应轻柔，然后将 C6 神经根残
端标记后埋于棘突旁肌肉组织内，再将撕脱的 C5、C7 神经根剪
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